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“Nada na biologia faz sentido exceto à luz da 
evolução.” 
(Theodosius Dobzhansky, 1973) 
 
 RESUMO 
 
Drosophila capricorni pertence a família Drosophilidae, subgênero 
Sophophora, grupo willistoni. Para acessar a variabilidade genética de 
três populações de D. capricorni em Santa Catarina foi utilizado o gene 
mitocondrial citocromo oxidase I (COI). As coletas foram realizadas em 
três unidades de conservação: Reserva Biológica Estadual da Canela 
Preta, Reserva Biológica Estadual do Aguaí e o Parque Estadual da Serra 
do Tabuleiro. A captura das moscas foi realizada utilizando armadilhas 
de frutas fermentadas e sua identificação foi realizada a partir de 
caracteres morfológicos. Foram sequenciados 663 pb do gene mtCOI, de 
32 indivíduos machos (9 Aguaí, 13 Canela preta e 12 Tabuleiro). Foram 
realizadas análises de diversidade genética, testes de neutralidade, 
cálculos de Fst, teste de seleção, montagem de rede de haplótipos através 
do uso de diferentes softwares.  Foram observados 19 haplótipos e 20 
sítios polimórficos nas três populações. O maior valor de π encontrado foi 
para a população Canela Preta, que obteve o maior número de haplótipos. 
Os cálculos de Fst apresentaram um único valor significativo, entre as 
populações Tabuleiro e Aguaí. A ação antrópica e atividade siderúrgica 
na região, pode estar levando a uma diminuição nos corredores ecológicos 
que ligam essas populações de drosofilídeos. Os testes de neutralidade 
realizados apresentaram em sua maioria valores negativos, mas somente 
os testes Fs de Fu e R2 apresentaram desvios significativos nas 
populações Aguaí e Canela Preta e quando considerando as três 
populações juntas indicando um possível evento de expansão 
populacional ou ação da seleção purificadora.  O resultado do teste de 
seleção mostrou que grande parte dos códons dessa sequência está sob 
forte influência da seleção purificadora.  
 
Palavras-chave: Genética de populações. Drosophila.. mtDNA. 
Biodiversidade Genética. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
Drosophila capricorni belongs to the family Drosophilidae, ss 
Sophophora subgenus, willistoni group. In order to access the genetic 
variability of three populations of D. capricorni the mitochondrial gene, 
cytochrome oxidase I (COI), was used. The collections were carried out 
in three conservation units: the Canela Preta State Biological Reserve, the 
Aguaí State Biological Reserve and the Serra do Tabuleiro State Park. 
Flies were captured using fermented fruit traps and their identification 
was performed from morphological characters. A fragment of 663 bp was 
analyzed from 32 males (9 from Aguaí, 13 from Canela Preta and 12 from 
Tabuleiro). Genetic diversity analysis, neutrality tests, Fst calculation, 
selection test and construction of a haplotype network were performed 
using different software. We found 19 haplotypes and 20 polymorphic 
sites among the three populations. The highest value of π was found for 
the Canela Preta population, which obtained the highest number of 
haplotypes. The Fst presenting a significant value occurred only between 
the Tabuleiro and Aguaí populations. Anthropogenic and steel mining in 
the region near UC Aguaí may be leading to a decrease in the ecological 
corridors linking these drosophilids populations. The neutrality tests 
presented mostly negative values, but only the Fu’s Fs and R2 showed 
significant deviations in the Aguaí and Canela Preta populations and 
when considering the three populations together. These results may have 
been caused by a possible event of local population expansion or by the 
action of the purifying selection. The result of the selection test showed 
that a large part of the codons of this sequence is under strong influence 
of the purifying selection. 
 
Keywords: Population genetics. Drosophila mtDNA. Genetic 
Biodiversity. 
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1.INTRODUÇÃO  
 
1.1 A FAMÍLIA DROSOPHILIDAE E A Drosophila capricorni 
 
A ordem Diptera (Classe: Insecta) compreende espécies de 
insetos holometábolos amplamente diversificados em relação a sua 
anatomia, ecologia e riqueza de espécies (BRUSCA; BRUSCA, 2007; 
YEATS; WIEGMANN, 2005). Possue distribuição cosmopolita, estando 
presente em todos os principais ambientes (BRUSCA; BRUSCA, 2007). 
  Compõem esta ordem as moscas, mosquitos, flebótomos e 
maruins (RUPPERT; BARNES, 2005). 
Estima-se que existam cerca de 150.000 mil espécies de 
Dípteros distribuídos em 188 famílias. (THOMPSON; PAPER, 2013). 
Dentre as principais famílias encontra-se a família Drosophilidae, com 
origem em regiões tropicais há aproximadamente 50 a 60 milhões de anos 
(THROCKMORTON, 1975). São conhecidas cerca de 4.500 espécies 
distribuídas em 66 gêneros (BÄCHLI, 2017), sendo o gênero Drosophila 
o mais abundante (YASSIN, 2013). Atualmente o gênero Drosophila é 
subdividido em 9 subgêneros (O’GRADY; DESALLE, 2018) (Tabela 1). 
As espécies do gênero Drosophila são conhecidas 
popularmente como “moscas das frutas” e possuem ampla distribuição, 
contendo representantes em praticamente todas as partes do mundo e em 
diversos tipos de ecossistemas (WHEELER, 1981; TIDON et al, 2005). 
Apesar de terem uma vasta distribuição geográfica, são nos trópicos que 
a família Drosophilidae ocorre em maior abundância e diversidade, pois 
são ambientes complexos com uma vegetação variada, e apresentam sub-
regiões com diferentes microclimas e micro hábitats. Podem ser 
encontradas tanto no nível do mar quanto em altas altitudes 
(THROCKMORTON, 1975). Em sua maioria, alimentam-se de 
microrganismos, principalmente leveduras, presentes em materiais 
vegetais em decomposição, como frutos, fungos e flores (MARTINS, 
2001; GOTTSCHALK, 2004) e por esse motivo apresentam papel 
fundamental no ecossistema atuando nas cadeias alimentares saprófiticas 
(THROCKMORTON, 1975). Algumas espécies são restritas 
ecologicamente, utilizando como sítio de reprodução, criação e 
alimentação apenas uma espécie hospedeira, enquanto outras são mais 
versáteis, podendo utilizar uma gama de recursos variada em diferentes 
plantas e/ou fungos (TIDON et al, 2005). Como exemplo temos espécies 
do “cluster” Drosophila buzzati que possuem associação ecológica 
obrigatória com espécies da família Cactacea, onde o desenvolvimento 
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larval ocorre em tecidos necrosados de cactos (MANFRIN; SENE, 2006). 
Espécies do grupo flavopilosa que utilizam apenas um substrato para a 
oviposição que ocorre em flores do gênero Cestrum (VILELA, 1984) 
 
Tabela 1 Diversidade do Gênero Drosophila e seus subgêneros . 
Ordem Família Gênero Subgênerosc 
Diptera 
(150.000a) 
Drosophilidae 
(4.500b)  
Drosophila 
(1.655c) 
Chusqueophila (1) 
Dorsilopha (4) 
Drosophila (875) 
Dudiaca (2) 
Hawaiian Drosophila (427)  
Phloridosa (8) 
Psilodorha (2) 
Siphlodora (2) 
Sophophora (344) 
Nota. Valores entre “()” se referem ao número de espécies. Fonte: 
Elaborado pelo autor conforme aTHOMPSON, 2013, bBÄCHLI, 2017; 
cO’ GRADY: DESALLE, 2018 
 
Moscas do gênero Drosophila vêm sendo utilizadas como 
modelo biológico desde o início do século passado. Diversos fatores 
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contribuem  para a sua utilização, dentre eles: ciclo de vida curto, prole 
numerosa, número reduzido de cromossomos, fácil manuseio e 
praticidade do cultivo em laboratório (POWELL, 1997). O primeiro uso 
de Drosophilas em laboratório foi documentado em 1901 pelo grupo de 
William Castle em Harvard (JENNINGS, 2011). Contudo, atribui-se sua 
aplicação como modelo para pesquisas em genética às contribuições 
clássicas da equipe de Thomas Morgan e seus estudos sobre 
hereditariedade e mapeamento gênico (POWELL, 1997). 
Desde 1981 sugere-se a utilização de insetos como 
bioindicadores da qualidade do ambiente (PYLE; BENTZIEN; OPLER, 
l981; ROSENBERG; DANKS; LEHMKUH, 1986; BROWN, 1991). 
Dentre os principais fatores que  possibilitam sua utilização para este fim, 
estão características  como: número elevado de espécies; presença em 
diversos habitats onde são encontrados em grande quantidade; facilidade 
de amostragem (ROSENBERG et al, 1986), além de apresentarem 
tamanho reduzido; possuírem grande resiliência e responderem 
rapidamente a mudanças ambientais (BROWN, 1997). São importantes 
na função ecológica de ecossistemas naturais, contribuindo na 
polinização, dispersão de semente, reciclagem de nutrientes e fluxo de 
energia (MARTINS, 2001). 
Neste sentido, estudos têm demonstrado que drosofilídeos 
podem ser sensíveis aos efeitos da fragmentação em períodos 
relativamente curtos de tempo (MARTINS, 2001).  Estes insetos são 
altamente sensíveis a pequenas modificações no ambiente e isto se reflete 
no tamanho de suas populações naturais (TIDON-SKLORZ; SENE, 
1992).  Algumas espécies possuem associação com a pressão antrópica 
no ambiente, outras são típicas de ambientes preservados (BIZZO, 2010). 
A Drosophila capricorni é uma espécie do subgênero 
Sophophora (STURTEVANT, 1935), grupo formado por cerca de 344 
espécies subdividido em nove grupos, dentre eles se encontra o grupo 
willistoni onde D. capricorni está inserida (O’GRADY: DESALLE, 
2018). Este grupo possui distribuição neotropical, sendo encontrado 
desde a Flórida (EUA) até o Uruguai e norte da Argentina 
(DOBZHANSKY; POWELL, 1975). Possui 23 espécies, as quais se 
distribuem em três subgrupos: alagitans, bocainensis, willistoni 
(EHRMAN; POWELL, 1982; (BÄCHLI, 2017). 
Em 1943, Dobzhansky e Pavan realizaram um estudo preliminar 
sobre a fauna de drosofilídeos presente nos estados de São Paulo e Distrito 
Federal e descreveram duas espécies que posteriormente fariam parte do 
grupo willistoni: D. capricorni e D. paulista (DOBZHANSKY; PAVAN, 
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1943). Geograficamente, D. capricorni está presente em diversos estados 
Brasileiros (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, São Paulo, Rio de Janeiro, 
Minas Gerais, Goiás, Distrito Federal, Bahia, Maranhão e Belém do Pará) 
(ZANINI; DEPRÁ; VALENTE, 2015; SANTA-BRÍGIDA; 
SCHMITZ; MARTINS, 2017) assim como no Peru, Venezuela, 
Colômbia, México e Panamá (ZANINI; DEPRÁ; VALENTE, 2015) 
(Figura 1). 
 
Nota: Países com registro da presença de D.capricorni. Fonte: Adaptado de 
ZANINI; DEPRÁ; VALENTE (2015) p.27. 
 
Portanto, o estudo do gênero Drosophila e suas respectivas 
espécies fornecem um poderoso sistema para estudar a interação entre a 
ecologia e evolução. Sabe-se informações sobre ecologia, sistemática, 
modos de vida, genética, desenvolvimento e biologia molecular de 
algumas espécies do gênero, como exemplo Drosophila melanogaster. 
Todo este conhecimento fornece base para testar hipóteses ecológicas e 
Figura 1. Distribuição geográfica de D.capricorni. 
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inferir os processos evolutivos subjacentes aos padrões observados 
(POWELL, 1997; MARKOW & O' GRADY, 2008) 
 
1.2 MARCADORES DE SEQUÊNCIA E DNA MITOCONDRIAL 
 
Diversos marcadores moleculares têm sido amplamente 
empregados em análises de populações naturais para verificar sua 
estruturação, a existência de fluxo gênico e em investigações de eventos 
ecológicos e evolutivos. Sendo assim, os marcadores ajudam a contar a 
história evolutiva de uma espécie (CHAMBERS; MACAVOY, 2000; 
SELKOE; TOONEN, 2006). Para uma sólida compreensão dos padrões 
e processos evolutivos é necessário relacionar o conhecimento genético 
com um contexto ecológico, pois são aspectos que se complementam 
(TIDON, 2006). 
Dentre os diferentes tipos de marcadores utilizados estão os 
marcadores moleculares de sequências.  
Marcadores de sequência são utilizados em estudos 
de sistemática filogenética; para a determinação da 
variabilidade genética intra e interpopulacional e 
para compreender eventos demográficos passados 
que influenciou a atual distribuição geográfica da 
diversidade genética. Os marcadores de sequência 
podem ser isolados a a partir de genomas nucleares 
e citoplasmáticos (mitocôndria e cloroplasto) e de 
diferentes regiões tanto de DNA codificador como 
não codificador. (SEGATTO; GOETZE; 
TURCHETTO, 2017 p. 77) 
 
Os primeiros trabalhos filogenéticos em animais utilizaram 
sequências de DNA mitocondrial (SEGATTO; GOETZE; 
TURCHETTO, 2017). O DNA mitocondrial animal é uma molécula de 
DNA circular, compacta, apresenta em torno de 16-20 kb e contém 37 
genes (13 genes codificadores de proteina, 2 rRNA e 22 tRNA) 
envolvidos na fosforilação oxidativa. Este padrão é conservado entre os 
bilateria, salvo algumas execeções (LADOUKAKIS; ZOUROS, 2017). 
O mtDNA de Drosophila possui um região rica em A+T não codificante, 
responsável pela origem de replicação e transcrição da molécula de 
mtDNA (WOLSTENHOLME, 1992). Essa região varia em tamanho, 
cerca de 1-5 kb entre as espécies de Drosophila e pode variar entre as 
populações de uma mesma espécie ou em apenas um indivíduo de uma 
dada população (FAURON; WOLSTENHOLME, 1976). O Modelo de 
19 
 
conteúdo e organização do genoma mitocondrial de Drosophila encontra-
se na Figura 2. 
Nota: Seta em azul destacando localização do gene COI. Fonte: MONTHOTH et 
al. (2009) p. 9 
 
Existem vários motivos para que os marcadores de sequências 
mitocondriais venham sendo amplamente utilizados em estudos 
populacionais: embora o arranjo de genes seja conservado a taxa de 
mutação é em geral mais alta, quando comparada a de um gene de cópia 
única do genoma nuclear (SOLFERINI; SELIVON 2012; 
(LADOUKAKIS; ZOUROS, 2017), sendo basicamente consequência de 
mutações de ponto (AVISE et al, 1987), que acumulam-se possivelmente 
pelo fato dos mecanismos de reparo que atuam no mtDNA sejam menos 
rigorosos em comparação aos que atuam no DNA nuclear (WILSON et 
al, 1985; ALEXEYEV et al., 2013). As altas taxas de mutação mostram 
altos níveis de polimorfismo em algumas regiões da molécula e muitas 
vezes revelam múltiplas linhagens genéticas dentro e entre populações 
(FREELAND, 2005). Há um grande número de cópias do genoma 
Figura 2. Modelo de conteúdo e organização do genoma mitocondrial baseado 
em 12 espécies de Drosophila. 
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mitocondrial por célula e ele pode ser extraído e analisado a partir de 
amostras antigas (ARIF; KHAN, 2009). Adicionalmente, uma das 
principais característica que fazem desta molécula um importante 
marcador é sua herança preponderantemente materna,(ROKAS; 
LADOUKAKIS; ZOUROS, 2003).  
 
1.2.1 Citocromo Oxidase I 
 
O gene Citocromo oxidase I codifica a maior subunidade da 
enzima citocromo oxidase, catalisador terminal da cadeia de transporte de 
elétrons e responsável pela translocação de prótons através da membrana 
durante a respiração celular (SARASTE, 1990).  
Este gene é utilizado como marcador universal para o código 
de barras genético (DNA Barcoding) por se mostrar ser um marcador 
espécie-específico (HEBERT; CYWINSKA; BALL, 2003) pois suas 
proteínas possuem domínios funcionais altamente conservados e regiões 
variáveis (SARASTE, 1990). As sequências do gene COI tem se 
mostrado efetivas na identificação vertebrados (HEBERT et al., 2004; 
WARD et al, 2005; LUO et al., 2011) e invertebrados (HEBERT.; 
RATNASINGHAM; WAARD, 2003; SMITH et al., 2007). No gênero 
Drosophila este gene vem sendo amplamente utilizado em estudos 
filogenéticos e populacionais (BRITO; MANFRIN; SENE, 2002; 
HURTADO; EREZ; CASTREZANA, 2004; MIROL et al., 2007; 
PFEILER et al., 2007; RICHMOND et al., 2012; YANG et al., 2012; 
FRANCO; MANFRIN 2013; RÉ et al., 2014) e vem se mostrado eficiente 
para acessar a variabilidade genética intra e interespecífica.   
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2. JUSTIFICATIVA 
 
Estudos sobre a variabilidade genética de populações naturais 
são extremamente importantes para compreender a história evolutiva de 
uma espécie (MATEUS; SENE, 2003) e para o estabelecimento de 
práticas conservacionistas mais eficientes (FRANKEL,1983). Nesse 
contexto, a genética de populações tornou-se uma ferramenta importante 
devido à sua capacidade de descrever a variação genética em populações 
e compreender os mecanismos de manutenção dessa variabilidade (NEI, 
1987). 
Este TCC faz parte de um projeto maior intitulado: “Avaliação 
da preservação e conectividade entre três fragmentos de floresta 
ombrófila densa do leste catarinense utilizando drosofilídeos (Insecta: 
Diptera) como bioindicadores”. O projeto envolve abordagem ecológica, 
com levantamento da diversidade de espécies de Drosophila coletadas em 
três Unidades de Conservação (UCs) de Santa Catarina, a aplicação de 
índices ecológicos e também abordagem molecular usando dois 
marcadores moleculares (COI e o gene period). Estas abordagens são de 
grande importância na avaliação da biodiversidade e conservação de 
ambientes. 
Sendo assim, os resultados obtidos neste projeto de TCC 
contribuirão para um melhor entendimento da dinâmica de populações de 
Drosophila em ambientes de Mata Atlântica, e na avaliação do estado de 
conservação das UCs amostradas neste projeto. 
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3. OBJETIVO 
 
3.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar a variabilidade e a estrutura genética de três populações 
de Drosophila capricorni oriundas de Unidades de Conservação do 
Estado de Santa Catarina, usando como marcador molecular um 
fragmento do gene citocromo oxidase I (COI). 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Através do uso de diferentes softwares comumente empregados 
para análises em genética de populações e filogeografia este trabalho tem 
os seguintes objetivos: 
I. Analisar as sequências do fragmento do gene COI para verificar 
a variabilidade genética de populações de Drosophila 
capricorni de UCs de Santa Catarina. 
II. Verificar se existe estruturação genética entre estas populações. 
III. Fazer algumas inferências sobre a história evolutiva destas 
populações. 
IV. Com base nos resultados encontrados contribuir na avaliação da 
conservação destas UCs. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 COLETA DAS AMOSTRAS 
Indivíduos adultos de Drosophila capricorni foram coletados 
de três unidades de conservação do estado de Santa Catarina, sendo elas: 
Reserva Biológica Estadual da Canela Preta (norte do estado), Reserva 
Biológica Estadual do Aguaí (sul do estado) e o Parque Estadual da Serra 
do Tabuleiro (centro do estado) (Figura 3). As coordenadas geográficas 
dos pontos de coleta estão representadas na Tabela 2. 
 
Tabela 2.Coordenadas geográficas das populações amostradas. 
Nota: Aguaí =Reserva Biológica Estadual do Aguaí; Canela Preta = Reserva 
Biológica Estadual da Canela Preta; Tabuleiro = Parque Estadual da Serra do 
Tabuleiro. Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
Nota: A distância em linha reta entre cada unidade de conservação foi calculada 
com o auxilio da ferramenta google maps (https://www.google.com.br/maps) 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Unidades de conservação 
 Aguaí Canela Preta Tabuleiro 
Latitude  28° 25’ 33,86”S 27° 16’ 9,55”S 27° 45’ 3,71”S 
Longitude  49°32’39,61”O 49° 08’ 0,02”O 48° 47’ 0,89”O 
Figura 3. Localização das três Unidades de Conservação e distância em linha 
reta entre elas.  
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A captura das moscas foi realizada com a utilização de 80 
armadilhas confeccionadas com garrafas PET, segundo a metodologia de 
Tidon e Sene, 1988, contendo iscas de frutas fermentadas (mistura de 
banana, laranja e abacaxi) (Figura 4). As armadilhas foram penduradas 
em árvores ao longo das trilhas.  
Fonte: Adaptado de PENARIOL; BICUDO; MADI-RAVAZZI (2008) p. 49  
 
As coletas foram efetuadas entre a primavera de 2013 e o verão 
de 2016. A classificação taxonômica das espécies foi realizada com base 
em caracteres morfológicos utilizando-se chave de identificação de 
gêneros e espécies de Drosophila (FREIRE-MAIA; PAVAN, 1949). 
Cada indivíduo de Drosophila capricorni coletado foi armazenado em 
tubo de 1,5ml com etanol absoluto e congelado para posterior extração de 
DNA. 
 
4.2 EXTRAÇÃO DE DNA 
O DNA total das amostras foi extraído utilizando PureLink® 
Genomic DNA Micro Kit (Invitrogen) de acordo com as instruções do 
fabricante. O DNA total foi armazenado em freezer (-20°C) até a 
realização das reações de amplificação em cadeia da polimerase (PCR). 
O DNA genômico foi extraído apenas de indivíduos machos, para 
diminuir as etapas metodológicas necessárias para o uso do outro 
marcador molecular (o gene period) que também foi utilizado nestas 
populações. Embora o enfoque deste projeto de TCC seja o gene COI, o 
Figura 4. Armadilha utilizada para captura de Drosophilas confeccionadas 
segundo o modelo de Tidon e Sene (1988). 
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gene Period também foi amplificado a partir destas amostras. Este é 
ligado ao X em espécies de Drosophila (CITRI et al, 1987; FRANCO et 
al., 2010), e com o uso apenas de machos temos a certeza da amplificação 
de apenas um alelo. 
 
4.3 CITOCROMO OXIDASE I 
 
O par de primers utilizado para amplificação de um fragmento 
do gene citocromo oxidase I (COI) foi: COI-F: 5’ CWA CAA ATC ATA 
AAG ATA TTG GAAC 3’ e COI-R: 5’ GTT TCC TTT TTT CCT GAT 
TCTTG 3’. Este par foi desenhado em regiões conservadas, a partir de 
um alinhamento de sequências de diferentes espécies de Drosophila, 
obtidas a partir do banco de dados GenBank: Drosophila cardini (HM 
006874), Drosophila capricorni (EU493637), Drosophila willistoni (EU 
493643) e Drosophila mauritiana (NC005779).  
As condições de amplificação do amplicon do COI 
padronizadas para D. capricorni são: 1U de Pfu DNA Polymerase 
(Thermo Scientific), 1 x Buffer, 2.5 mM MgSO4, 150µM de cada dNTP, 
0.4µM de cada primer para um volume final de 40µl. As condições de 
amplificação são: uma etapa inicial de desnaturação a 95°C por 3min, 
seguido por 35 ciclos a 95°C por 50s, 48°C por 50s e 72°C por 1min, 
seguido por uma etapa de extensão final de 72°C por 7min. 
 Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1% 
corados com gel red sob um transiluminador de luz UV. 
 
4.4 SEQUENCIAMENTO 
 
  Os amplicons do gene COI, das amostras populacionais 
de Drosophila capricorni foram enviados para as empresas Helixxa 
(Paulínia, SP) e WEMSeq (Curitiba, PR) para purificação e 
sequenciamento direto dos produtos de PCR. Foram sequenciadas ambas 
as fitas dos amplicons usando-se os mesmos primers da amplificação. 
 
4.5 ANÁLISES DAS SEQUÊNCIAS 
   A identidade das sequências foi confirmada com o uso 
da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) disponível no banco de 
dados NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Para a análise das 
sequências foram utilizados os seguintes softwares: FinchTV v1.3.0 
(https://digitalworldbiology.com/FinchTV) para a observação dos 
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cromatogramas; Mega 7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) para 
alinhamento e edição das sequências, análise do conteúdo de nucleotídeos 
e aminoácidos;  DNASP 5.10.01 (LIBRADO; ROZAS, 2009) para 
análise dos polimorfismos e testes de neutralidade;  PROSEQ 2.91 
(FILATOV, 2002) para os cálculos de Fst; TCS 1.21 (CLEMENT; 
POSADA; CRANDALL, 2000) para a construção da rede de haplótipos, 
o qual utiliza um algoritmo de parcimônia estatística, e foi usado o limite 
de confiança de 95%. O software online Selecton 
(http://selecton.tau.ac.il/index.html), o qual usa uma inferência 
Bayesiana, foi utilizado para verificar a ação de seleção nas sequências. 
Para esta análise foi aplicado o modelo evolutivo M8 pois permite a 
detecção de seleção positiva e purificadora (STERN et al., 2007). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 CARACTERIZAÇÃO DA SEQUÊNCIA DO GENE MTCOI 
 
Os resultados apresentados foram obtidos a partir do 
sequenciamento de 663 pares de bases (pb) do gene mitocondrial 
Citocromo oxidase I (mtCOI) de 32 indivíduos machos (9 Aguaí, 13 
Canela preta e 12 Tabuleiro) das três unidades de conservação de Santa 
Catarina. Em relação a composição de nucleotídeos desta região a 
frequência encontrada foi: T (39,5%), A (28,5%), C (15,0%), G (17,1%). 
Sendo o conteúdo A-T >C-G, o que está de acordo com o encontrado em 
genes mitocondriais de Drosophila (MONTOOTH et al, 2009). A região 
analisada corresponde a uma sequência de 221 aminoácidos, composta 
principalmente por resíduos de Leucina (14,47%) e Glicina (10,40%). 
 
5.2 ANÁLISES DE DIVERSIDADE  
 
Considerando as 3 populações juntas foram observados 19 
haplótipos e 20 sítios polimórficos, o valor médio da diversidade 
nucleotídica (π) foi 0,00440. O maior valor de π encontrado foi da 
população Canela Preta, que possui onze haplótipos (Tabela 3). O valor 
médio de diferenças de nucleotídeos (K) encontrado foi 2,917. 
A diversidade de nucleotídeos total (Tabela 2) calculada para o 
gene COI de populações de D. capricorni foi maior que as descritas em 
outros trabalhos com COI em populações de Drosophila do Brasil, como 
por exemplo, Ré et al., 2014 analisaram 683pb em populações de D. 
maculifrons da região sul e sudeste do Brasil e encontraram quatro 
haplótipos e o valor médio de π = 0,00012 (RÉ et al., 2014). GUSTANI 
et al., (2015) ao analisarem 717pb encontraram o valor médio de π = 
0,000269, que produziram 6 haplótipos nas populações de D. ornatifrons 
coletadas em Guarapuava/PR, Chapecó/SC e no Noroeste e litoral do Rio 
Grande do Sul. Num estudo filogeográfico com D. buzzatii, onde foi 
analisado um fragmento de 646pb, as populações brasileiras analisadas, 
que na maioria eram da região Sudeste, apresentaram um valor médio de 
π= 0,00371 (BRITO; MANFRIN; SENE, 2002). Porém, quando 
comparado com o valor médio encontrado para amostras de quatro 
populações de D. buzzatii com diversidade de nucleotídeos igual a 
(0,00465 ± 0,00130) do sul do Brasil (BRITO; MANFRIN; SENE, 2002), 
o valor médio de π de D. capricorni é menor, entretanto, esse resultado 
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pode ser um reflexo do baixo número amostral de indivíduos (somente 8) 
analisados desta região. 
 
Tabela 3 Índices de diversidade genética de populações de D. capricorni de Santa 
Catarina, usando o marcador mitocondrial COI. 
Populações N S h Hd K π Sin Nsin 
Aguaí   07 8 7 1,000 2,762 0,00417 8 0 
Canela Preta 13 13 11 0,962 3,256 0,00491 12 1 
Tabuleiro 12 9 7 0,833 2,273 0,00344 9 0 
Totala 32 20 19 0,931 2,917 0,00440 19 1 
 
Nota: N = número de indivíduos; S = número de sítios polimórficos; h = número 
de haplótipos; Hd = Diversidade de haplótipos; K = número médio de diferenças 
de nucleotídeos; π = diversidade de nucleotídeos; Sin = número de substituições 
sinônimas; NSin = número de substituições não sinônimas; a = considerando as 
populações juntas. (Fonte: Elaborado pelo autor) 
 
Os valores de Fst foram calculados par a par para analisar as 
diferenças genéticas e uma possível estruturação entre as populações. O 
único valor de Fst significativo foi entre as populações Tabuleiro e Aguaí 
(Tabela 4). Estas populações se distanciam em cerca de 120 km em linha 
reta (  Figura 3). A UC de Aguaí foi pioneiramente amostrada 
para a sua fauna de insetos, neste trabalho, e ela está localizada próxima 
as cidades de Siderópolis e Criciúma. A ação antrópica devido à presença 
destas cidades e da atividade siderúrgica na região, pode estar levando a 
uma diminuição nos corredores ecológicos que ligam as populações de 
drosofilídeos de Aguaí com algumas regiões da Serra do Tabuleiro. Como 
o COI é um marcador mitocondrial, faz parte de um genoma haplóide e 
herdado maternalmente, o tamanho populacional efetivo (Ne) e o tempo 
de coalescência são menores do que os de genes nucleares. Os marcadores 
nucleares são mais lentos para indicar processos de estruturação genética, 
comparado com o DNA mitocondrial, que é mais adequado para indicar 
divergências recentes (TOEWS; BRELSFORD, 2012).  Sequências 
mitocondriais e do cromossomo Y, devido ao seu nível de ploidia e forma 
de herança, tendem a detectar eventos e processos recentes na história 
evolutiva de uma espécie, enquanto sequências de genes autossômicos e 
ligados ao X primariamente detectam eventos e processos mais antigos 
(TEMPLETON, 2011). 
Espera-se que as populações mais distantes geograficamente 
apresentem maior diferença genética, mas Canela Preta e Aguaí não 
apresentaram diferenciação genética significativa, na verdade dentre as 
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três comparações esta apresentou o menor valor de Fst (Tabela 4). O fluxo 
gênico entre estas populações deve acontecer através de corredores 
ecológicos que ainda as interligam e também devido à retenção de 
polimorfismo ancestral. 
 
Tabela 4 Resultados do testes de Fst e polimorfismo compartilhados e não 
compartilhado entre as populações de D.capricorni. 
 
Nota: a= número de sítios polimórficos na população 1 e monomórfico na 
população 2; b= n° de sítios polimórficos na população 2 e monomórfico na 
população 1. AG=Reserva Biológica Estadual do Aguaí; CP= Reserva Biológica 
Estadual da Canela Preta; TB= Parque Estadual da Serra do Tabuleiro. *= p < 
0,05. Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
5.3 DISTRIBUIÇÃO DOS HAPLÓTIPOS 
 
Foram amostrados 19 haplótipos nestas populações de D. 
capricorni, sendo que apenas dois deles estão presentes nas três 
populações, H1 e H13. O haplótipo H1 foi o mais frequente e possui 7 
indivíduos, destes: 5 são do Tabuleiro, 1 da Canela Preta e 1 do Aguaí. 
Este é o provável haplótipo ancestral, pois foi o mais frequente, foi 
encontrado nas três populações e os demais haplótipos derivam dele 
(Figura 5). Dois haplótipos (H3 e H5) são compartilhados entre duas 
populações e 14 haplótipos, cerca de 73,68%, são haplótipos únicos 
(singletons) sendo representados por apenas um indivíduo.  
A população que apresentou maior diversidade de haplótipos 
foi Aguaí (Hd=1,000) pois cada um dos sete indivíduos coletados 
representam um haplótipo diferente, e a diversidade média considerando 
as três populações foi Hd=0,931 (Tabela 3). 
 
 
Comparações 
populacionais 
Valores de Fst 
 
Polimorfismo 
Compartilhado 
 
Polimorfismo não 
compartilhado 
CP (1) x AG (2) 0,0185 
P= 0,2040 
4 9ª/4b 
TB (1) X AG (2) 0,1675 
P= 0,0380* 
4 5ª/4b 
CP (1) X TB (2) 0,0459 
P= 0,1520 
6 7a/ 3b 
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Figura 5. Rede de haplótipos construída a partir das sequências COI das três 
populações de Drosophila capricorni. 
 
Nota: Cada linha representa um passo mutacional e os círculos pretos representam 
haplótipos hipóteticos não amostrados. Cada população está representada por 
uma cor. AG=Reserva Biológica Estadual do Aguaí; CP= Reserva Biológica 
Estadual da Canela Preta; TB= Parque Estadual da Serra do Tabuleiro. Os 
círculos representam os haplótipos amostrados e o tamanho é proporcional a sua 
frequência nas populações. O número de indivíduos por haplótipo está distribuído 
da seguinte forma: H1: 7 indivíduos; H3, H5 e H9: 2 indivíduos; H13: 5 
indivíduos; os demais haplótipos possuem apenas 1 indivíduo.  
Fonte: Elaborado pelo autor 
 
5.4 TESTES DE NEUTRALIDADE  
 
Diferentes testes de neutralidade (Fu and Li D*, Fu and Li F*, 
Fs de Fu, R2 e Tajima D) foram realizados para inferir se as sequências 
estavam evoluindo de maneira neutra (Tabela 5). Os resultados em sua 
maioria foram negativos, mas somente os testes Fs de Fu e R2 
apresentaram desvios significativos nas populações Aguaí e Canela Preta 
e quando considerando as três populações juntas (Tabela 5). Desvios da 
neutralidade podem ser causados tanto por mecanismos de seleção quanto 
por eventos demográficos. Os diferentes testes para detectar desvios 
significativos da neutralidade usam estatísticas diferentes, e os resultados 
obtidos em cada um ajudam a providenciar evidências da provável causa 
que justificaria o padrão de polimorfismo encontrado (HURTADO; 
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EREZ; CASTREZANA, 2004; JURI et al., 2014). Considerando que os 
testes Fs de Fu e R2 são os mais sensíveis para captar eventos 
demográficos (FU, 1996; RAMOS-ONSINS; ROZAS, 2002), sendo o 
teste R2 mais indicado para pequenas amostragens (RAMOS-ONSINS; 
ROZAS, 2002; RAMIREZ-SORIANO et al., 2008) como é o caso da 
população Aguaí deste trabalho, os desvios encontrados são 
provavelmente resultantes de processos locais de expansão populacional. 
Outro fator que reforça a hipótese de expansão populacional é a presença 
de muitos haplótipos únicos encontrados em apenas uma população 
(AVISE, 2000), pois o evento de expansão pode ter ocorrido num passado 
relativamente recente da espécie, e tais haplótipos, mais derivados, 
continuam restritos a uma localidade. Para estimar o tempo aproximado 
da expansão populacional foi calculado com a formúla (1). 
 
            t= τ/2µ,                                                                           (1) 
 
Onde µ é a taxa de mutação estimada em 5,7 × 10−8 
substituições/sítio/ano (TAMURA, 1992) e τ = 2,430, estimado pelo 
software DNASP, com base no valor médio de diferenças por pares entre 
as sequências.  
Sendo assim chega-se a um tempo estimado em t= 21.315.789 
gerações, e considerando entre 20 e 25 gerações por ano, chega-se ao 
tempo aproximado da expansão entre 1.066.000 e 852.600 anos atrás, ou 
seja, no Pleistoceno. 
 
Tabela 5. Resultados dos testes de neutralidade usados para análise dos 
polimorfismos de um fragmento do gene COI em populações de D. capricorni de 
Santa Catarina 
 
 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
Entretanto, para uma confirmação da hipótese de expansão 
seria necessário uma amostragem de outras populações de D. capricorni, 
Populações 
Fu and Li 
D* 
Fu and Li 
F* 
Fs de 
Fu 
R2 
Tajima  
D 
Aguaí  -0,8709 -0,9375 -4,663* 0,1230* -0,8099 
Canela Preta -1,4556 -1,4986 -6,674* 0,0958* -0,9170 
Tabuleiro -0,7586 -0,9214 -2,163 0,1248 -0,9636 
Totala -2,5133 -2,5439 -12,975* 0,0620* -1,4199 
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até mesmo para uma estimativa mais precisa do tempo em que tal 
expansão ocorreu. 
Além disso, sabe-se que genes mitocondriais em Drosophila 
sofrem forte seleção purificadora (MONTOOTH et al., 2009; BALLARD 
& KREITMAN, 1994). Segundo a teoria neutra, mutações capazes de 
mudar a função de uma proteína são na maioria dos casos deletérias e alvo 
da seleção purificadora (KIMURA, 1968). Das substituições presentes 
nessa sequência, a maioria são substituições sinônimas (19), que não 
modificam o aminoácido codificado, sendo que apenas a população 
Canela Preta apresentou uma substituição não sinônima (Tabela 3). Esta 
substituição foi do aminoácido Valina para o aminoácido Metionina, 
ambos apolares. 
 Para verificar a ação da seleção purificadora neste fragmento 
do gene COI foi realizado um teste de seleção, num software que utiliza 
uma análise bayesiana, e o resultado do teste mostrou que grande parte 
dos códons dessa sequência está sobre forte influência da seleção 
purificadora (Figura 6).  
Fonte: Selecton: http://selecton.tau.ac.il/results/1527286585/colors.html 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Resultado do teste de seleção, realizado no software online Selecton, 
para o fragmento de 663 pb do gene COI em D. capricorni. 
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6 CONCLUSÃO 
 
- A população que apresentou a maior diversidade genética, em relação a 
diversidade de nucleotídeos, número de haplótipos e número médio de 
diferenças de nucleotídeos foi Canela Preta, o que está de acordo com 
dados ecológicos que têm sido obtidos pelo grupo de pesquisa do 
Laboratório de Drosofilídeos, que mostram que esta UC é a mais 
conservada, em relação a sua fauna de Drosofilídeos pois apresenta uma 
maior diversidade de espécies típicas de Mata Atlântica, e menor número 
de espécies cosmopolitas, típicas de áreas alteradas pela ação antrópica. 
Dessa forma vemos uma relação entre o grau de conservação da UC ao 
qual esta população faz parte refletindo nos dados de diversidade 
genética. 
 
- Comparado com a diversidade de nucleotídeos encontrada em outras 
espécies de Drosophila para este mesmo marcador molecular, as 
populações aqui analisadas mostram uma boa diversidade genética, 
provavelmente como resultado dos diferentes nichos que estas regiões de 
Mata Atlântica apresentam e que podem ser explorados por este e outros 
drosofilídeos. 
 
- Nota-se uma diferenciação genética entre as populações do Aguaí e 
Tabuleiro, provavelmente resultante de uma restrição no fluxo gênico 
entre elas devido a uma maior degradação no ambiente em torno do Aguaí 
pela presença de áreas urbanas próximas e de atividade siderúrgica na 
região. 
 
- Os desvios significativos dos testes R2 e Fs de Fu (e negativos no caso 
deste teste), e o número significativo de haplótipos únicos apontam para 
uma hipótese de expansão populacional local, apesar de não podermos 
descartar totalmente a influência da seleção purificadora em tais 
resultados.  
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